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持续 偏 热 环境 对 肉鸡 血清 和 下 丘脑 脑 肠 肽 含量 、 盲 肠 挥发 性 脂肪 酸 含量 和 菌 群 多 样 性 的 影响 
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摘 要: 本 试验 旨 在 研究 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 1 
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含量 和 菌 群 多 样 性 的 影响 。 试 验 采用 单 因 素 设计 ， 选 取 22 日 龄 健康 、 体 重 相近 的 爱 拔 益 加 


(AA) 肉鸡 120 只 ， 随 机 分 成 2 个 组 ， 每 组 6 个 重复 ， 每 个 重复 10 只 〔 公 母 各 占 1/2) 。 


将 6 组 肉鸡 转 入 环境 温度 为 21 'C、 相 对 湿度 为 60% 的 环境 控制 舱 适 应 7d. 29 日 龄 时 开始 


正式 试验 ， 试 验 组 环境 温度 为 31 'C， 对 照 组 环境 温度 为 21 ‘C， 相 对 湿度 均 为 60%， 试 验 


条 件 维持 至 试验 结束 ， 共 计 14 d。 结 果 表 明 : 1) 试验 第 7 天 ，31 CC 组 肉鸡 血清 5- 郑 色 胺 


(5-HT) 和 血管 活性 肽 (VIP) 含量 显著 低 于 21 CH (P<0.05) ， 而 血清 P 物质 (SP) & 


量 与 21 人 组 无 显著 差异 (P>0.05) ; 试验 第 14 天 ，2 组 血清 5-HT、VIP 和 SP 含量 均 无 显 


著 差 异 (P>0.05) . 20 试验 第 7 天 ，2 组 肉鸡 下 丘脑 5-HT、VIP 和 SP 含量 均 无 显著 差异 


(P>0.05) ; 试验 第 14 天 ，31 C 组 肉鸡 下 丘脑 5-HT 含量 显著 低 于 21 CH CP<0.05) , 


而 下 丘脑 VIP 和 SP 含量 与 21 人 组 无 显著 差异 (P>0.05) . 3) 试验 第 14 天 ，31 CAA 


盲肠 异 丁 酸 含量 显著 高 于 21 CA (P<0.05) ; 试验 第 7 和 14 天， 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 盲 


肠 乙 酸 、 丙 酸 、 丁 酸 、 上 成 酸 、 异 戊 酸 的 含量 均 无 显著 影响 CP>0.05) . 4) 试验 第 7 天 和 14 


H 


Ay 31 组 肉鸡 盲肠 细菌 条 带 数 以 及 多 样 性 指数 均 低 于 21 CH. 5) 持续 偏 热 环境 不 利于 


肉鸡 盲肠 中 Clostridium termitidis 和 Bacteroides vulgatus 的 定植 。 由 此 可 见 ， 持 续 偏 热 环 境 


使 得 肉鸡 血清 5-HT 和 VIP 含量 在 试验 第 7 天 显著 下 降 ， 盲 肠 异 丁 酸 含量 在 试验 第 14 RKE 


著 升 高 , 同时 还 降低 了 肉鸡 盲肠 菌 群 的 多 样 性 , 改变 了 菌 群 结构 , 抑制 了 Clostridium termitidis 
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和 普通 拟 杆 菌 (Bacteroides vulgatus) 的 生长 。 


关键 词 : 持续 偏 热 环境 ， 脑 肠 肽 ;挥发 性 脂肪 酸 ， 菌 群 多 样 性 ， 肉 鸡 
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多 年 来 家 禽 业 的 快速 发 展 加 之 全 球 气候 的 变 暖 致使 热 应 激 一 直 都 是 肉鸡 养殖 业 关注 的 


焦点 由。 本 课题 组 初步 研究 探讨 发 现 ， 持 续 偏 热 (26 和 30 °C) 环境 影响 肉鸡 休息 行为 且 持 


5: 30 °C 时 显著 升 高 肉鸡 体 核 温 度 外 ， 持 续 偏 热 (26 和 31°C) 环境 影响 肉鸡 糖 脂 代谢 及 禽 


类 解 偶 联 蛋白‘avUCP) mRNA 的 表达 ， 降 低 肉 鸡 生长 性 能 ， 且 不 同 偏 热 程度 对 肉鸡 影响 


程度 不 同 B; 与 21 'C 相 比 ， 持 续 偏 热 (26 和 31 °C) 环境 降低 了 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 内 。 由 
此 可 见 ， 持 续 偏 热 环 境 已 对 肉鸡 生理 、 行 为 、 物 质 代 谢 、 肠 道 菌 群 和 生产 性 能 等 方面 的 产生 


了 负面 影响 。 脑 肠 肽 在 骨 肠 和 神经 系统 双重 分 布 , 在 外 周 和 中 枢 神经 系统 中 广泛 地 调节 着 骨 


肠 道 活动 。 现 已 发 现 5- 羟 色 胺 (5-hydroxytryptamine, 5-HT)、 血管 活性 肽 (vasoactive intestinal 


peptide, VIP) . P 物质 (substance P, SP) 等 脑 肠 肽 与 胃 肠 活动 相关 四 ,挥发 性 脂肪 酸 (volatile 


fatty acids, VFA) 也 称 短 链 脂肪 酸 (short-chain fatty acids, SCFA) ， 它 可 促进 脑 肠 肽 的 分 


泌 ， 抑 制 革 兰 阴性 瑚 的 生长 ， 促 进 双 攻 杆 请 和 乳 杆 菌 等 有 益 闭 的 生长 四 。 但 是 目前 针对 持续 


偏 热 环 境 对 肉鸡 脑 肠 肽 与 挥发 性 脂肪 酸 含量 影响 的 研究 尚未 见报 道 , 因此 本 试验 拟 研 究 持续 
偏 热 环 境 对 肉鸡 血清 和 下 丘脑 脑 肠 肽 含量 、 盲 肠 挥发 性 脂肪 酸 含量 与 菌 群 多 样 性 的 影响 , 为 
肉鸡 健康 养殖 提供 科学 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 试验 动物 与 饲养 管理 


试验 采用 单 因 素 设计 ， 选 取 22 日 龄 健康 、 体 重 相近 的 爱 拔 益 加 〈AA) 肉鸡 120 只 ， 随 


机 分 成 2 个 组 ,每 组 6 个 重复 ,每 个 重复 10 只 鸡 ( 公 母 各 占 1/2) 。 将 6 组 肉鸡 转 入 环境 温 


度 为 21 ?%C、 相 对 湿度 为 60% 的 环境 控制 舱 适 应 7d. 29 日 龄 时 开始 正式 试验 ， 试 验 组 环境 


温度 为 31 *C， 对 照 组 环境 温度 为 21 *C， 相 对 湿度 均 为 60%， 试 验 条 件 维持 至 试验 结束 ， 


Eth 14 d。 试 验 在 动物 营养 国家 重点 实验 室 环 境 控制 舱 内 进行 , 温 、 湿 度 自动 控制 (精度 +1 9C. 


47%) » JA. 24 h 光照 。 


1.2 基础 饲 粮 


试验 采用 玉米 -豆粕 型 基础 饲 粮 , 为 参照 NRC(1994) 营 养 需 要 配制 的 粉 状 配合 饲料 , 基础 


饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 


de 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 饲 喂 基 础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the basal diet (as-fed basis) % 


项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 

玉米 Corn 56.51 
豆粕 Soybean meal 35.52 
豆油 Soybean oil 4.50 
食盐 NaCl 0.30 
石粉 Limestone 1.00 
IRAS CaHPO4 1.78 
DL- 和 蛋氨酸 DL-Met 0.11 
预 混 料 Premix” 0.28 
合计 Total 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels? 

代谢 能 ME/(MJ/kg) 12.73 
粗 蛋 白质 CP 20.07 
$5 Ca 0.90 
有 效 磷 AP 0.40 
赖 氨 酸 Lys 1.00 
蛋氨酸 Met 0.42 
蛋氨酸 + 半 胱 氨 酸 Met*Cys 0.78 


) 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 Premix provided the following per kg of the diet: VA 10 000 IU, 
VD; 3 400 IU, VE 16 IU, VK; 2.0 mg, VB: 2.0 mg, VB; 6.4 mg, VBe 2.0 mg, VBi2 0.012 mg, 
泛酸 钙 pantothenic acid calcium 10 mg， 烟 酸 nicotinic acid 26 mg, "HIR folic acid 1 mg, ^E 
WN biotin 0.1 mg, AA choline 500 mg, Zn (ZnSO4:7H;0) 40 mg, Fe (FeSO4:7H20) 80 mg, 


Cu (CuSO4: 5H20) 8 mg, Mn (MnSO4:H20) 80 mg, I (KI) 0.35 mg, Se (Na2SeO3) 0.15 mg. 
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2 计算 值 Calculated values. 
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试验 肉鸡 均 采 用 单 层 平 养 , 所 选用 笼 具 为 本 实验 室 研 发 的 单 层 平 养 笼 具 中 ， 自 由 采 食 与 


饮水 ， 常 规 免 疫 。 


1.4 测定 指标 与 方法 


1.4.1 血液 采集 与 指标 测定 


分 别 于 试验 第 7 和 14 天 ， 每 组 随机 选取 6 5 


只 肉鸡 〈 公 母 各 占 112， 每 个 重复 1 只 肉鸡 ) ， 


采用 静脉 采血 ， 将 采集 的 血液 静 置 h 后 ，3 000 r/min 低温 离心 10 min 吸取 血清 ， 至 -80 °C 


保存 备用 。 采 用 酶 联 免疫 吸附 测定 enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 法 测定 


清 中 5-HT、VIP、SP 的 含量 


1.4.2 下 丘脑 的 摘 取 与 指标 测定 


分 别 于 试验 第 7 和 14 天 , 每 组 随机 选取 6 只 


HH 5-HT、VIP、SP 的 含量 


1.4.3 盲肠 内 容 物 的 采集 与 指标 测定 


1.4.3.1 样品 采集 
分 别 于 试验 第 7 和 14 天 ， 每 组 随机 选取 


处 死 ， 全 身 消毒 后 剖 开 腹腔 ， 分 离 肠 道 ， 结 扎 回 


液 氮 速冻 后 -80 °C 保存 备用 。 
1.4.3.2 挥发 性 脂肪 酸 浓度 的 测定 


3-5 min, 5000xg 离心 10 min; 取 上 清 液 1 mL 置 于 塑料 安培 管 中 ， 加 入 0.2 mL 的 2596 


用 无 菌 剪 刀 剪 开 肠 壁 , 收集 盲肠 内 容 物 , 将 同一 


肉鸡 〈 公 母 各 占 2， 每 个 重复 1 RAX), 
屠杀 后 摘 取 下 丘脑 ， 置 无 菌 离心 管 中 ， 液 氮 速 冻 后 -80 °C 保存 备用 。 采 用 ELISA 法 测定 下 匡 


6 只 肉鸡 〈 公 母 各 占 112， 每 个 重复 1 只 肉鸡 ) 


盲 交 界 处 ， 剪 下 盲肠 迅速 移 至 超 净 工 作 台 ， 
组 的 6 个 样品 迅速 混 匀 , 装置 无 菌 离心 管 中 ， 


磷酸 溶液 ， 盖 紧 盖 子 ， 振 荡 摇 匀 ， 并 置 冰 水 浴 中 30 min; 10 000xg 离心 10 min, Et Ej 


上 机 测定 盲肠 中 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 、 异 丁 酸 、 异 戊 酸 及 戊 酸 的 含量 。 


1.4.3.3 基因 组 DNA 的 提取 


采用 FastDNA™ SPIN Kit For Soil 提取 样 


品 基因 组 DNA. 


准确 称 取 2 g 左右 的 盲肠 内 容 物 置 于 离心 管 中 ， 然 后 准确 加 入 5 mL 超 纯 水 ， 旋 涡 振 荡 


Hil 


C— 


1.4.3.4 细菌 16S rDNA 片段 的 PCR 扩 增 


以 样品 基因 组 DNA 为 模板 ， 采 用 细菌 通用 引物 GC-338F 和 518R 扩 增 样品 16S rDNA 
高 变 区 序列 ， 引 物 信 息 见 表 2。 
表 2 引物 信息 
Table 2 Primer information 

引物 Primers 序列 Sequences 
338F CCTACG GGAGGC AGCAG 
518R ATTACC GCG GCT GCT GG 
GC-338F CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGGCGGGGCGGGGGCGCGGGGGG 

CCTACG GGAGGC AGCAG 


采用 Biometra 公司 生产 的 工 gradient PCR 仪 进行 PCR,PCR 扩 增 体系 (50 pL) A: 10xPCR 


buffer 5 uL, dNTP Mixture (2.5 mmol/L )3.2 uL. ExTaq (5 U/uL) 0.4 uL. GC-338F (20 pmol/L) 


l uL. 518R (20 umol/L) 1 uL, ff DNA 50 ng, ^ ddH2O 至 50 uL. 


PCR 扩 增 程序 为 :94 °C 预 变性 5 min; 94 °C 变性 1 min, 55 eC JE 45 s, 72 °C 延伸 1 min, 


30 个 循环 ， 最 终 72 ?CC 延伸 10 min. PCR 产物 采用 OMEGA 公司 DNA Gel Extraction Kit Zi 


化 回收 。 


1.4.3.5 PCR 产物 的 变性 梯度 凝 胶 电 泳 (DGGE) 分 析 


HX 10 uL PCR 的 产物 进行 DGGE 分 析 。 采 用 变性 梯度 为 33% 一 5$%、 浓 度 为 TARRA 


烯 酰胺 凝 胶 在 1xTAE 缓冲 液 中 150 V、60 °C 下 电泳 5h. DGGE 完毕 后 ， 采 用 银 染 法 染色 ， 


步骤 如 下 : 1) 固 定 液 (乙醇 50 mL、 冰 醋酸 2.5 mL， 蒸 馏 水 定 容 至 500 mL) 固定 15 min; 2) 


b) Milli-Q 纯 水 清洗 ，20s 和 2min 各 1 次 ; 3) 银 染 液 (硝酸 银 1 g, 37% E 0.75 mL, 2&8 


水 定 容 至 500 mL) 染色 15 min; 4)Milli-Q 纯 水 清洗 ，20s 和 2min 各 1 次 ; SEEM 


氧化 钠 7.5 g 37% HE 2.5 mL， 蒸 馏 水 定 容 至 500 mL) 显 色 5—7 min; 6) 最 后 用 终止 液 


(乙醇 S0 mL、 冰 醋酸 2.5 mL， 蒸 馏 水 定 容 至 500 mL) IERM. XH Bio-Rad 公司 生产 


的 Gel-Doc2000 凝 胶 成 像 系统 拍照 。 


1.4.3.6 DGGE 图 谱 中 优势 电泳 条 带 的 序列 测定 


DGGE 凝 胶 条 带 回收 后 ， 以 338F (引物 序列 见 表 2) /518R 为 引物 进行 PCR 2 35, PCR 


产物 纯化 后 连接 到 pMD18-T 载体 上 ， 转 化 至 DH5a 感 受 态 细胞 中 ， 和 筛选 阳性 克隆 测序 。 测 


序 结果 与 GenBank 中 的 序列 进行 比 对 ， 得 到 条 带 所 代表 的 细菌 类 型 。 每 个 回收 条 带 选 取 3 


个 克隆 进行 了 序列 测定 。 


1.5 数据 处 理 


使 用 SAS 9.2 统计 分 析 软 件 对 各 项 数据 进行 1 检验 ， 结 果 以 平均 值 土 标准 差 表 示 ， 显 著 


性 水 平 表 示 为 P<0.05; 采用 软件 Quantity One 分 析 DGGE 图 谱 的 多 样 性 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 血清 脑 肠 肽 含量 的 影响 


由 表 3 可 以 看 出 ， 试 验 第 7 天 ，31 °C 组 肉鸡 血清 5-HT、VIJP 含量 显著 低 于 21 °C 


(P<0.05) ， 而 血清 SP 含量 与 21 人 CC 组 无 显著 差异 (P>0.05) ; 试验 第 14 天 ，2 组 肉鸡 ] 


i 5-HT、VIP 和 SP 含量 均 无 显著 差异 (P>0.05) 。 


表 3 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 血清 脑 肠 肽 含量 的 影响 


Table3 Effects of constant moderate temperature on serum brain gut peptide contents of broilers 


JH 时 间 温度 Temperature/C 

Items Time 21 31 

5- 羟 色 胺 5-HT/ 第 7 天 Day7 218.89+19.41° 111.68431.71° 
(pg/mL) 第 14 天 Day 14 166.20+23.89 189.08+33.58 
1 管 活 性 肽 VIP/ 第 7 天 Day7 178.81+24.64° 145.61+26.52° 
(pg/mL) 第 14 天 Day 14 112.61435.39 123.96+17.19 

P 物质 SP/ 第 7 天 Day7 6.65+1.71 6.5141.61 
(ng/mL) 第 14 天 Day 14 7.9567+1.37 7.2483+1.00 


同 列 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 字母 表示 差异 显著 
(P<0.05)。 下 表 同 。 

In the same column, values with no letter or the same letter superscripts mean no significant 
difference (P>0.05), while with different small letter superscripts mean significant difference 
(P<0.05). The same as below. 


2.2 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 下 丘脑 脑 肠 肽 含量 的 影响 


由 表 4 可 以 看 出 ， 试 验 第 


(P>0.05) ; 


下 丘脑 VIP I SP 4 


Table 4 Effects of constant moderate temperature on hypothalamus brain gut peptide contents of 


试验 第 14K, 31 °C 组 肉鸡 


量 则 与 21 


表 4 BER 


C 组 无 显著 差异 CP>0.05) . 


热 环 境 对 肉鸡 下 丘脑 脑 肠 肽 含量 的 影响 


7 天 ，2 组 肉鸡 下 丘脑 5-HT、VIP 和 SP 含量 均 无 显著 差异 


E FB 5-HT 含量 显著 低 于 21 °C2H (P<0.05) , Tfj 


broilers 
项 目 时 间 温度 Temperature/'C 
Items Time 21 31 
5- 羟 色 胺 5-HT/ 第 7 天 Day7 147.07+22.35 166.20+36.27 


(pg/mL) 第 14 天 Day 14 179.14£16.20° 152.84417.57° 
管 活性 肽 VIP/ 第 7 天 Day7 174.74+39.20 154.20426.21 
(pg/mL) 第 14 天 Day 14 168.56+25.25 167.81422.01 
P 物质 SP/ 第 7 天 Day7 8.08+1.79 6.56+1.78 
(ng/mL) 第 14 天 Day 14 6.4440.97 7.941.51 
2.3 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 盲肠 挥发 性 脂肪 酸 含量 的 影响 
表 5 可 以 看 出 ,试验 第 14 天 ,31 °C 组 肉鸡 盲肠 异 丁 酸 含量 显著 高 于 21 °C 组 (P<0.05); 
试验 第 7、14 天 ， 持 续 偏 热 环境 对 肉鸡 盲肠 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 、 戊 酸 、 异 戊 酸 的 含量 并 未 产 
生 显 著 影 响 CP>0.05) ， 但 是 较 21 "C 组 而 言 ，31 "C 组 上 述 脂肪 酸 的 含量 要 相对 较 低 。 


表 5 持续 偏 热 环 境 对 肉鸡 盲肠 挥发 性 脂肪 酸 含 


量 的 影响 


Table 5 Effects of constant moderate temperature on volatile fatty acid contents in caecum of 


broilers mmol/L 
JH 时 间 温度 Temperature/C 
Items Time 21 31 
乙酸 第 7 天 Day7 2.2640.84 2.2040.93 
cee acid 第 14 天 Day 14 1.9240.31 1.6040.48 
丙 酸 第 7 天 Day7 0.52+0.17 0.47+0.17 
Propionic acid 第 14 天 Day 14 0.40+0.14 0.30+0.06 
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RT 
Isobutyric acid 
TB 

Butyric acid 
FRR 
Isopentanoic acid 


Pentanoic acid 


第 7 天 Day7 
第 14 天 Day 14 


第 7 天 Day7 


第 14 天 Day 14 
第 7 天 Day7 
第 14 天 Day 14 
第 7 天 Day7 


第 14 天 Day 14 


0.12+ 


0.06 


0.055 
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+0.020 


0.0392-0.009* 


+0.60 


+0.26 


+0.020 


+0.010 


+0.04 


+0.04 


2.4 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 的 影响 


2.4.1 肉鸡 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 分 析 


通过 对 肉鸡 言 肠 菌 群 DGGE 图 


if (A 


1) 中 的 条 带 进行 比 对 (图 2) 后 可 以 看 出 ， 试 验 


第 7 天 ，21 °C 组 肉鸡 盲肠 细菌 条 带 数 多 于 31 °C 组 ;试验 第 14 天 ，21 °C 组 和 31 CAA 


组 和 31 °C 组 盲肠 细菌 


的 相似 系数 为 44.6%; 试验 第 14 天 与 试验 第 7 天 相 比 ，31 °C 组 盲肠 旨 


该 结果 表明 31 °C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 下 降 。 


菌 间 相 似 系 数 下 降 。 


盲肠 细菌 条 带 数 均 增 加 ， 但 21 CHEF 31 "C 组 。 由 表 6 可 以 看 出 ， 试 验 第 7 天 ，21 °C 


间 的 相似 系数 为 51.5%; 试验 第 14 天 ，21 °C 组 和 31 °C 组 盲肠 细菌 间 
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| 肉鸡 盲肠 菌 群 DGGE 图 谱 
Fig.l DGGE profile of microflora in caecum of broilers 


图 谱 第 1 个 编号 3 为 试验 第 7 天 21 ?°C 组 图 谱 第 1 个 编号 5 为 试验 第 7 天 31 °C 组 ， 图 谱 第 2 个 编号 


3 为 试验 第 14 天 21 CHL; 图谱 第 2 个 编号 5 为 试验 第 14 天 31 ?°C 组 。 数 字 1 一 6 为 条 带 编号 。 
The first number 3 of the atlas is 21 °C group at the 7th day of test ; the first number 5 of the atlas is 31 °C 


group at the 7th day of test; the second number 3 of the atlas is 21 °C group at the 14th day of test; the second 
number 5 of the atlas is 31 °C group at the 14th day of test. Numbers 1 to 6 are band number. 


条 带 数 
Number ofbands 


20 
^ 8 H 
aM 
7d 14d 
B 21°C O 31°C 


图 2 2 组 间 盲 肠 菌 群 DGGE 图 谱 中 条 带 数 比较 


Fig.2 Comparison on the number of bands in DGGE profile of microflora in caecum 


between two groups 


X6 DGGE 图 谱 中 细菌 的 相似 系数 


Table 6 Similarity coefficient of bacteria in DGGE profile 


项 目 Items d7-21 'C d7-31 °C dl4-21 °C 14d-31 °C 
d7-21 °C 100.0 51.5 63.5 35.7 
d7-31 °C 51.5 100.0 22.8 38.0 
d14-21 °C 63.5 35.7 100.0 44.6 
d14-31 °C 22.8 38.0 44.6 100.0 


d7-21 'CAEZR AUS 7 A 21 “CHA d7-31 "CERA S8 7 X531 组 ;d14-21 "CX RSS 14 21 C 


ZH; d14-31 "CAES US 78 14 K 31. CH. #7 E]. 
d7-21 °C represents 21 °C group at the 7th day of test; d7-31 'C represents 31 "C group at the 7th day of 


test; d14-21 °C represents 21 'C group at the 14th day of test; d14-31 °C represents 31 'C group at the 14th 
day of test. The same as Table 7. 


2.4.2 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 分 析 
由 表 7 可 以 看 出 ， 环 境 温 度 不 同 ， 肉 鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 也 不 同 。 试 验 第 7 天 ，21 °C 组 
肉鸡 盲肠 菌 群 的 香农 指数 和 辛普森 指数 分 别 为 2.45 和 0.91; 31 °C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 的 香农 指 


数 和 辛普森 指数 分 别 为 2.12 和 0.87。 试验 第 14 R, 21 "C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 的 香农 指数 和 辛 普 


森 指数 分 别 为 2.78 和 0.93;31 °C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 的 香农 指数 和 辛普森 指数 分 别 为 2.57 和 0.92。 


整个 试验 期 间 31 °C 组 盲肠 菌 群 的 丰富 度 均 低 于 21 °C 组 ,由 此 可 见 , 持续 偏 热 环 境 降低 了 肉 


鸡 盲 肠 菌 群 的 多 样 性 和 丰富 度 。 


表 7 肉鸡 盲肠 菌 群 的 香农 指数 、 均 匀 度 、 辛 普 森 指数 及 丰富 度 


Table7 Shannon-wiener index, evenness, Simpson’s index and richness of microflora in caecum 


of broilers 


F UK ta A 


Hil 
kt 


Shannon-Wiener Jj ^] È 辛普森 指数 + z 


index Evenness Simpson’s index Richness 


d7-21 'C 


2.45 0.98 0.91 12 
d7-31 °C 2.12 0.96 0.87 9 
d14-31 'C 2.57 0.97 0.92 14 
2.4.3 肉鸡 盲肠 特异 性 菌 群 和 共性 菌 群 分 析 
从 2 组 肉鸡 盲肠 菌 群 16S rDNA V3 [X DGGE 图 谱 中 割 胶 回收 了 2 条 特异 性 条 带 和 4 条 
性 条 带 。 由 图 1 和 表 8 可 以 看 出 ， 试 验 第 7 天 和 IK, 组 肉鸡 盲肠 菌 群 中 均 检 测 出 


Holdemanella biformis(&ii 
massiliensis (Ait 
群 中 未 检测 出 

这 6 个 条 带 所 检测 到 的 


与 GenBank 中 细菌 


Clostridium termitidis (条 带 1) 和 普通 拟 杆 菌 (Bacteroides vulgatus)〔 条 带 


Wir T JS RE 


4) 和 Ruminococcus faecis (Ir 


6) ， 


的 相似 度 绝 大 多 数 都 在 90% 以 上 。 


pa 


K8 DGGE 


E 


带 的 基因 


ZWIT (Bacteroides uniformis) (条 带 


为 共性 菌 群 ， 而 31 °C 组 肉鸡 盲 


fl] (Firmicutes) AUT ES 


Rr 


片段 序列 比 对 


4). Eisenbergiella 


Table 8 Comparison of genomic sequences of bands from DGGE profile 


2)。 


|] (Bacteroidetes) , 


条 带 编号 GenBank 中 最 相近 的 菌 种 登录 号 相似 度 
Band number The most similar bacteria in GenBank Accession number Similarity/% 
1 Clostridium termitidis NR 117111.1 90 
2 Bacteroides vulgatus NR 074515.1 99 
3 Holdemanella biformis NR 044731.2 93 
4 Bacteroides uniformis NR 112945.1 99 
5 Eisenbergiella massiliensis NR 144731.1 100 
6 Ruminococcus faecis NR 116747.1 99 
表 中 条 带 编号 与 图 1 中 的 条 带 编 号 相对 应 。The band number in table correspond with that in Fig.1. 
3 W 论 


3.1 持续 偏 热 


ES 


境 对 肉鸡 血清 和 下 丘脑 脑 肠 肽 含量 的 影响 
脑 肠 肽 可 以 直接 作用 于 中 枢 神经 系统 ， 由 血液 所 携带 的 脑 肠 肽 是 胃 肠 道 向 脑 内 传递 的 重 
信号 物质 可 以 通过 脑 干 的 最 后 区 直接 入 脑 而 作用 于 脑 干 迷走 复合 体 ,进而 


要 化 学 信号 , 这 些 
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影响 迷走 神经 的 传 出 功能 ， 参 与 骨 肠 运动 、 食 欲 及 摄食 功能 的 调节 多]。 


5-HT， 叉 名 血清 素 (serotonin)， 是 一 种 神经 递 质 ， 也 是 重要 的 肠 道 生理 调节 器 ， 主 要 | 


肠 内 分 泌 细 胞 产生 ， 参 与 调解 肠 道 运动 、 感 觉 ， 直 接 或 间接 刺激 肠 道 分 泌 。 据 报道 ， 在 生命 


早期 缺乏 菌 群 的 时 候 ,， 会 导致 血浆 色 氨 酸 水 平 的 升 高 四。 还 有 研究 表明 双 歧 杆菌 可 以 影响 色 


氨 酸 的 代谢 09, 口服 婴儿 双 歧 杆菌 可 诱导 大 鼠 血 浆 中 神经 递 质 多 巴 胺 、5-HT 的 含量 升 高 [M1。 


本 研究 中 , 在 试验 第 7 天, 31 °C 组 肉鸡 血清 5-HT 含量 显著 下 降 且 试验 第 14 天 时 31 CARE 


鸡 下 丘脑 5-HT 含量 下 降 ， 
的 变化 。 
VIP 是 一 种 非 胆 碱 能 非 骨 上 腺 素 能 抑制 系统 的 神经 递 质 , 对 胃 肠 活动 起 抑制 性 调节 作用 ， 


此 可 推断 持续 偏 热 环境 引起 5-HT 的 下 降 可 能 会 诱发 肠 道 菌 群 


引起 全 上 骨 肠 环形 肌 松弛 02。 研 究 报 道 , VIP 分 泌 神 经 元 可 刺激 胰 液 和 肠 液 分 泌 , 保护 肠 黏膜 ， 


调节 胃 肠 吸收 31， 此 外 ，VIP 还 能 改善 肠 黏 膜 组 织 微 循 环 及 内 环境 ， 为 肠 上 皮 细 胞 提供 营养 


物质 和 氧 ， 并 清除 过 多 的 氧 自 由 基 等 有 害 物质 !9， 减 少 脂 多 糖 对 肠 黏 膜 的 损伤 ， 促 进 有 益 


戎 的 定植 而 使 菌 群 比例 恢复 正常 03。 本 试验 发 现 ， 试 验 第 7 天 ，31 °C 组 肉鸡 血清 VIP 含量 


下 降 。 由 试验 结果 可 推测 持续 偏 热 环境 下 肉鸡 血清 VIP 含量 下 降 可 能 使 肉鸡 盲肠 内 环境 发 
生变 化 ， 进 而 改变 菌 群 结构 。 


SP 是 一 种 速 激 肽 ， 可 增加 上 骨 肠 蠕动 ， 强 烈 促 进 消化 道 平 滑 肌 收缩 ， 加 强 结肠 的 集团 推 


进 运动 ， 并 参与 炎症 过 程 和 免疫 反应 09。 本 试验 发 现 ， 持 续 偏 热 并 未 对 肉鸡 血清 和 下 匡 脑 


SP 含量 产生 显著 影响 。 


3.2 持续 偏 热 对 肉鸡 盲肠 挥发 性 脂肪 酸 含量 的 影响 


动物 肠 道 中 尤其 是 大 肠 存在 大 量 挥 发 性 脂肪 酸 , 包括 乙酸 、 丙 酸 和 丁 酸 等 ， 其 主要 由 微 


EMI ACEEHBKCK HO) CG AIRS 产生 ， 是 肠 道 细菌 发 酵 和 降解 多 糖 以 及 不 能 被 宿主 


吸收 的 寡 糖 的 代谢 终 产 物 ， 能 够 为 肠 道 细 菌 的 生长 和 繁殖 提供 所 需 的 环境 和 营养 物质 0718。 


挥发 性 脂肪 酸 可 被 分 布 于 肠 道 的 促进 肠 道内 分 泌 细 胞 Centeroendocrine cells,EECs ) 表面 的 游 


离 脂肪 酸 受 体 (free fatty acid receptor,FFAR ) 2 和 FFAR3 所 识别 09]。 有 研究 表明 ， 激活 EECs 


表面 的 FFAR2 和 FFAR3 受 体 ， 可 促进 脑 肠 肽 的 分 泌 P。 此 外 ， 还 有 研究 表明 ， 挥 发 性 脂肪 


酸 可 以 降低 结肠 的 pH， 还 可 控制 有 害 酶 的 作用 、 抑 制 非 耐酸 细菌 、 沉 演 胆 盐 、 降 低 血 清 胆 


固 醇 含量 等 ,同时 它们 也 可 以 抑制 革 兰 阴性 菌 的 生长 ,促进 双 歧 杆菌 和 乳 杆菌 等 有 益 菌 的 生 
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长 四 。 本 试验 结果 显示 ， 持 续 偏 热 环 境 对 肉鸡 盲肠 乙酸 、 丙 酸 、 丁 酸 、 上 戊 酸 和 异 成 酸 的 含量 


均 未 产生 显著 影响 ， 但 较 21 CHAM, Wee 31 组 上 述 指标 的 含量 还 是 相对 减少 ， 其 原 


因 可 能 与 肠 道 细菌 受 抑制 后 对 糖 类 物质 发 酵 能 力 下 降 相 关 。 据 报道 , 异 丁 酸 可 增加 纤维 分 解 


阔 的 数量 和 总 挥发 性 脂肪 酸 的 含量 R13, 而 本 试验 研究 发 现 , 持续 偏 热 环境 下 肉鸡 盲肠 中 异 


丁 酸 的 含量 显著 增加 ， 其 他 挥发 性 脂肪 酸 的 含量 无 显著 变化 ， 且 Ruminococcus faecis 的 丰 度 


下 降 ， 其 原因 有 待 进 一 步 试验 探究 。 


3.3 持续 偏 热 环境 对 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 的 影响 


正常 情况 下 肠 道 中 的 菌 群 是 重要 的 非特 异性 防御 屏障 , 它们 与 宿主 相互 影响 、 相 互 作用 ， 


共同 维持 肠 道 微 生 态 区 系 的 动态 平衡 , 可 以 持 抗 某 些 病原 微生物 , 在 一 定 程度 上 保护 宿主 的 


健康 。 但 在 应 激 (包括 环境 方面 因素 ) 时 ， 肠 道 菌 群 平衡 会 被 打破 ， 可 能 会 产生 大 量 致 病菌 ， 


容易 致 病 ， 影 响 动 物 的 生产 性 能 3]。 本 研究 通过 对 肉鸡 盲肠 菌 群 进行 DEEG 图 谱 和 多 样 性 


分 析 得 出 , 持续 偏 热 环境 降低 肉鸡 盲肠 菌 群 条 带 数 与 细菌 间 相 似 性 。 由 此 可 说 明 持 续 偏 热 环 


境 影 响 肉鸡 盲肠 菌 群 的 多 样 性 ， 扰 乱 肠 道 菌 群 平衡 。 


早先 研究 表明 肉鸡 盲肠 肠 道 内 含有 复杂 的 微生物 苗 群 中 ?9， 主 要 以 厚 壁 菌 门 为 主 ， 其 次 


为 变形 菌 门 (Proteobacteria) 、 拟 杆菌 门 和 放 线 菌 门 (Actinobacteria) 28-291]。 而 在 家 禽 生 长 


发 育 过 程 中 ， 温 度 过 高 将 改变 家 禽 肠 道 菌 群 结构 BI。 据 报道 ， 肉 鸡 暴 露 于 34—38?C FAX 


生 热 应 激 ， 热 应 激 导 致 拟 杆 菌 属 、 和 柔嫩 梭 菌 属 、 颤 螺 菌 属 、 梭 菌 属 、 考 拉杆 菌 属 、 萨 特 氏 菌 


属 、Dorea 丰 度 降低 ,而 毛 螺 旋 菌 科 和 瘤胃 菌 科 的 瘤胃 球菌 属 、 厌 氧 原 体 属 、Anaerotruncus、 


Blautia、 Eubacterium、Butyricimonas 丰 度 增加 B11。 本 试验 结果 表明 , 持续 偏 热 抑 制 Clostridium 


termitidis 和 Bacteroides vulgatus 的 生长 ， 降 低 Holdemanella biformis 和 Ruminococcus faecis 


WEJ. Clostridium termitidis 属于 厚 壁 菌 门 ， 研 究 表 明 ， 后 上 肠 微 生物 区 系 中 的 优势 菌 群 是 


厚 壁 门 菌 ， 其 丰 度 占 60%~70%， 而 其 中 的 梭 状 杆菌 类 群 中 大 部 分 可 产生 丁 酸 ， 丁 酸 作为 主 


要 营养 物质 ， 可 使 肠 上 皮 细 胞 再 生 和 修复 ， 抑 制 肠 道内 腐败 菌 的 生长 ， 促 进 益 生 菌 生长 59， 


有 利于 肠 上 皮 细 胞 的 能 量 代谢 和 发 育 ; Bacteroides vulgatus 属于 拟 杆菌 门 ， 拟 杆菌 门 是 肠 道 


革 兰 氏 阴 性 菌 中 数量 最 多 的 一 类 细菌 ， 可 以 降解 宿主 不 能 分 解 的 多 糖 B3， 水 解 和 发 酵 外 源 


纤维 类 物质 ， 代 谢 胆 酸 和 类 固 醇 ， 参 与 体内 持 抗 反应 ,分 泌 细 菌 毒 素 ， 增强 宿主 固有 人 免疫 反 


应 。Holdemanella biformis 在 肉鸡 肠 道内 的 作用 机 制 有 待 进一步 研究 探讨 。 
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综合 以 上 分 析 可 以 得 出 ,持续 偏 热 环 境 可 改变 肉鸡 血清 中 5-HT 和 VIP 的 含量 ， 影 响 言 


肠 中 挥发 性 脂肪 酸 的 含量 , 且 改 变 盲 肠 菌 群 多 样 性 与 结构 , 但 是 血清 脑 肠 肽 及 盲肠 挥发 性 脂 
肪 含量 和 菌 群 多 样 性 之 间 的 确切 关系 有 待 进一步 探究 


4 结 论 


© 与 21 °C 组 相 比 ,31 °C 组 肉鸡 1 


清 5-HT 和 VIP 含量 在 试验 第 7 天 时 显著 下 降 , 盲肠 


异 丁 酸 含量 在 试验 第 14 天 时 显著 升 高 。 


© 与 21 组 相 比 ，31 "C 组 肉鸡 盲肠 菌 群 多 样 性 降低 ， 菌 群 结构 发 生 改变 ， 持 续 偏 热 


出 


环境 抑制 了 Clostridium termitidis 和 Bacteroides vulgatus 的 生长 ， 降 低 了 Holdemanella 


biformis 和 Ruminococcus faecis 的 丰 度 。 
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Effects of Constant Moderate Temperature on Brain Gut Peptide Contents in Serum and 
Hypothalamus, Cecal Volatile Fatty Acid Contents and Microflora Diversity of Broilers? 
CHANG Shuangshuang!? LI Xiumei? ZHANG Minhong" SHI Yuxiang! FENG Jinghai* 
(1.College of Agriculture Hebei University of Engineering, Handan 056021, China; 2. State Key 
Laboratory of Animal Nutrition; Institute of Animal Science, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100193, China) 
Abstract: This experiment was conducted to investigate the effects of constant moderate 
temperature on brain gut peptide contents in serum and hypothalamus, cecal volatile fatty acid 
contents and microflora diversity of broilers. One hundred and twenty 22-day-old Arbor Acres 
(AA) broilers were randomly divided into two groups and each group (chamber) contained six 
replicates with ten broilers (five males and five females) per replicate. The broilers in the 2 groups 
were allotted into environment chambers which kept at 21 'C and 60% relative humidity for 7 
days. When broilers were 29 days of age, the temperature of environment chamber for the 
experimental group was at 31 'C and the temperature of environment chamber for the control 
group was 21 °C. The relative humidity of environment chambers for 2 groups remained constant 
at 6096, and the trial lasted for 14 days. The results showed as follows: 1) at the day 7 of 
experiment, the contents of serum 5-hydroxytryptamine (5-HT) and vasoactive peptide (VIP) of 
broilers in 31 'C group were significantly lower than those in 21 °C group (P«0.05), but no 


significant difference was found in serum substance P (SP) between the two groups (P>0.05); at 


*Corresponding author, professor, E-mail: zmh66@126.com (HIERE ERA) 


the day 14 of experiment, the contents of serum 5-HT, VIP and SP of the two groups were not 
significantly different (P>0.05). 2) At the day 7 of experiment, the contents of hypothalamus 5-HT, 
VIP and SP in the two groups were not significantly different (P>0.05); at the day 14 of 
experiment, the content of hypothalamus 5-HT of broilers in 31 'C group was significantly lower 
than that in 21 'C group (P«0.05), but no significant differences were found in the contents of 
hypothalamus VIP and SP between the two groups (P>0.05). 3) At the day 14 of experiment, the 
content of caecal isobutyric acid in 31 'C group was significantly higher than that in 21 °C 
group (P«0.05); at the day 7 and 14 of experiment, the constant moderate temperature had no 
significant influences on the contents of caecal acetic acid, propionic acid, butyric acid, pentanoic 
acid and isopentanoic acid of broilers (P>0.05). 4) At the day 7 and 14 of experiment, the bands 
number and diversity indexes of caecal bacteria of broilers in 31°C group were lower than those 
in 21 'C group. 5) The constant moderate temperature was not conducive to the colonization of 
Clostridium termitidis and Bacteroides vulgatus. In conclusion, the constant moderate temperature 
can significantly reduce the contents of serum 5-HT and VIP at the day 7 of experiment, 
significantly rise the content of caecal isobutyric acid at the day 14 of experiment, and also can 
decrease the diversity of caecal bacteria, change the microflora structure and inhibit the growth of 
Clostridium termitidis and Bacteroides vulgatus. 

Key words: constant moderate temperature; brain gut peptide; volatile fatty acids; microflora 


diversity; broilers 


